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   We developed a new method to rapidly measure the effectiveness of certain anticancer drugs by an-
alyzing their effects on cell kinetics and cell cycle progression of labeled cells using simultaneour flow 
cytometric BrdU/DNA analysis. Three anticancer drugs, adriamycin (ADR), vincristine (VCR), and 
cisplatin (CDDP) were tested using the cultured cell line (MBT-2) originated from FANFT-induced mouse 
bladder tumor. The effects of these drugs were compared with, percent colony survivals calculated by 
colony assay. 
   The anticancer effects (IC90 levels) of ADR and CDDP could be determined by analyzing the effect 
of the drug on cell kinetics and cell cycle progression using the aforementioned method. However, in the 
case of VCR no relationship was found between the effect of the drug on cell kinetics and its anticancer 
effectiveness. Therefore, we must search for a better parameter for VCR, such as the inhibition rate of BrdU 
uptake. 
                                                  (Acta Urol. Jpn. 34: 1349-1355, 1988)































取 り込まれたBrdU量 に比例 したFITC蛍光強度
を測定することが可能である!・2).さらに二重鎖DNA
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材 料 と 方 法
実 験 方法
実 験に 使 用 した 細 胞は マ ウス膀胱 腫 瘍 由来 のMBT-
2細 胞 で,培 養液 は10%FCS添 加MEMを 用 い
た.使 用 した制 癌 剤 は,泌 尿器科 領 域で よ く用 い られ
て い るadriamycin(ADR),vincristinc(VCR),
cisplatin(CDDP)の3剤で,い ずれ も 用時 調 整 し
た.実 験 方法 の概 略 をFig.1に 示 した.す な わ ち,
細 胞 をBrdUに て標 識 し た あ と,異 な る 時 間 ・濃
度 で薬 剤 と接 触 さ せ,24時 間 後 細 胞 の一 部 を 用 い て
FCM解 析 を 行 い 細 胞 回転 に 及 ぼ す 影 響 を,残 りで
colonyassayを行い 薬 剤 に よる抗腫 瘍 効果 を 判 定 し
た.具 体 的 に は,75cm2tissuecultureflask(Cor-




接触群,VCR接 触群,CDDP接 触群,そ して対





の5%CO2培 養器内 で2時間薬剤 と静置接触させ




なるように調整 され た培養液に置換 し,同条件下の





































で一昼 夜 固定 後PBSに て2回 洗 浄 し,4N塩 酸 で
200C・20分間 のDNA変 性 処理 を行 った.塩 酸 を 中
和 し,抗BrdU抗 体 と二 次 抗体 を 順 次 反 応 さ せ,
最後 にPIに てDNA染 色 を 行 った.測 定 装 置 は
EPICSCCellSorterを用 いた.1検 体 につ き2×
104個の細 胞 を測 定 し,二 次 元座 標 上 に 表 示 して 解析
を加 え た.実 験 は 各条 件 下 で す ぺ てtriplicateして
行 った,
結 果
BrdUの 毒 性 試験(Fig,2)
BrdUそ れ 自体 の コ ロニ ー形 成 能 に及 ぼ す 影 響 を
調 ぺ るた め,対 数 増 殖 期 に あ るMBT・2細 胞 に 最
終濃 度 が10μM,20μMに な る よ う にBrdUを 加
え,37℃ で100%humidityの5%CO2培 養 器 内
で2時 間 接触 させ た.前 述 の ご と くcolonyassayを
行 い,10日間培 養 後 に判 定 した 結 果 をFig.2に示 し
た.す なわ ち,対 照群 の コPニ ー形 成 数 を100%とす
ると,10μMのBrdU処 理 群 では,95.4%,20μM
のBrdU処 理 群 で は106.4%とな り,こ の3群 間 には
統計 学的 に有 意 な 差は 認 めな か った(pく0.05).した
が って,BrdU自 体 に よる毒 性 は短 期 的 には 無視 で き






























各制 癌剤 の 抗 腫 瘍効 果 と細胞 周 期 に及 ぼす 影響
i)ADRの 効 果(Fig・3・4)
ADR.2時 間 あ るい は24時間 接 触後 の コ ロ ニー形成
率 をFig.3に 示 した.2時 間接 触 群 で はICgoは4





































































































高濃度では著明なG2M期 単峰性集積を きた した.
このため漂識細胞のサイクル進行は一過性に著明に抑
制された.こ の低濃度よりの著 明なG,M期 細胞集
積あるいは標識細胞のサイクル進行抑制に も関わ ら
ず,コ ロニー抑制率はわずか50%程度であった.した













































































































































































CDDPの作用機序はアルキル化剤 のそ れ と似 て
いる,す なわち,そ の構造中のCl基 が活性化され

































































爽 した.稿 を終 えるにあたり,本論 文の御指導,御 校閲を賜
りま した山口大学泌尿器科学教室酒徳治三郎教授 に感謝の意
を表 しま す.ま た,BrdU/DNA同時染色法お よびFlow
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い た,本学病理学教室高橋 学教授 に深謝いた します.さ ら
に,培・養細胞を用 いた感受性試験や,実 験計画に際 し,直接
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